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Résumé

Résumé

L'objectif de ce travail était d'évaluer la variation de certain marqueurs biologiques et de stress
oxydatif a fin de diagnostic et de prédiction de la complication rénale chez des paticnts
diabétiques dans la région de Touggourt. Notre expérimentation a été réalisée chez 45
individus volontaire ont été divisés en trois groupes. Le premier groupe individus sains
(témoins), le deuxiéme groupe diabétique sans complication et le troisiéme groupe diabétique
avec complication néphropathie, sur lesquelles nous avons dosées quelques paramétres
biochimiques, hématologiques et de stress oxydatil. Les résultats obtenus dans la présente
€tude montrent clairement que le diabéte est confirmé par 'hyperglycémie observé chez tous
les patients diabétiques. Les résultats oblenus montrent aussi une augmentation significative
(P < 0.05) de la concentration de ['urée, créatinine, l'acide urique, potassium et albumine
sériques chez les patients diabétiques par rapport aux témoins ct chez les patients diabétiques
avec néphropathie par rapport au aux diabétiques seules, par contre et d’aprés nos résultats on
a observé une diminution significative de taux d'hémoglobine, globules rouge, globule blanc.
hématocritc et une augmentation significative (P < 0.05) des plaquettes et de fer sérique chez
le groupe des diabétiques avec complications néphrotiques contre le groups des diabétiques
seules. [’autre part, on a montré que une augmentation significative (P < 0.05) de Ia
concentration de MDA, GSH, Vit C et une diminution de taux de thiol total dans le sérum des
patients diabétiques avec et sans complications par rapport aux témoins. L'analyse de test
ROC a montré que le thiol, GSH et MDA sérique sont des margueurs prédictifs avec haute
spécificité (100%) dc complications nephrotiques de diabcte. En conclusion la présente étude
révéle que le diabéte induit des altérations métaboliques et physiologiques et un déséquilibre
de statut oxydant/antioxydant ce qui peut provoquer les complications néphrotique suggérant

d'utiliser le GSH, MDA comme marqueurs de prédiction de cette complication de la maladie.

Mots clés: Diabéte, néphropathie, stress oxydant, ROC, Touggourt.
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Introduction

Le diabéte est un probléme majeur de santé publique, unc pathologie cn pleine
croissance et aux lourdes conséguences aussi bien humaines que socio-économigues (Trivin.
1998 ; Rabasa et al., 1999). Est un trouble du métabolisme du glucose, caractérisé par des
niveaux de glycémie anormaux résultant de 'incapacité du corps de fabriquer I'insuline ou a
1'utiliser (Jennifer L, 2011). Responsable chaque année de pres de 4 millions de déces, cette
pathologic est considérée par I'OMS comme une épidémic dont la prévalence a aungmenic de
facon trés importante au cours de ces derniéres annces (Nabtich, 2012). Cette pathologie ¢st le
plus souvent accompagnée des complications sont lices a I'hyperglycémic chronique et aux
facteurs de risques cardiovasculaires associés (Stratton ct al., 2000). Elles sont nombreuses et
touchent plusieurs organes, suite & une micro ou macroangiopathie(Raccah., 2004).
Actuellement, Le diabéte posc un vrai probiéme de santé publique par sa prévalence ct le
poids de ses complications chroniques dominées par les complications cardiovasculaires, le
pied diabétique, I'insuffisance rénale chronique et fa rétinopathie (Anonyme3,2015). Parmi
les complications chroniques de diabete (microvasculaires) la néphropathie, il s'agit unc
maladie dégénérative qui par une atteinte glomérulaire spécifique (Collart, 2003). la
néphropathic représente sans doutc la maladic gui engendre le pronostic le plus défavorable.
Qutre le risque d'insuffisance rénale terminale {Raccah, 2004). Ces complications sont
fortement lices au libération des radicaux libres ct de stress oxydatif. Les radicaux libres (RL)
sont responsables des aliérations biologiques, ils inhibent, entre autre, la sécrétion d’insuline
et interférent avee différentes étapes du couplage stimulus/séerétion (Bonnard et al., 2008).
Plusieurs études sur des lignées cellulaires in-vitro ont démontré que le stress oxydatif inhibe
la transduction du signal de I'insuline (Kammounct al., 2009). Les effets délétéres du stress
oxydant sur les molécules permettent decomprendre son rdle dans un grand nombre de
pathologies majeures (Delattre et al., 2007). A la lumiére de ces informations, notre objectif
pour ce travail est d’évalué quelque marqueurs de diagnostics et pronostics et méme de la
prédiction des complications néphrotiques de diabéte . Nous allons pour cela mis au point sur

le dosage des paramétres biochimiques sanguins et hématologiques ainsi que I’évaluation des

paramétres du stress oxydant.
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1. Définition :
Le diabéte suer¢ est une affection du métabolisme définie par unc hyperglycémie chronigue
[glycémies plasmatiques a jeun (>8 heures de jeline) supéricures a 1.26 g/l (7mmol/1)], da soit
a une carence insulinique (diabete de type 1), soit 4 une résistance insulinique (diabéte de type
2), soit des deux (Wens et al ,2007). Selon I"OMS, un patient est diagnostiqué diabétique dés
lors qu’il présente deux glycémies & jeun supéricures a 1.26 g/l, ou qu’une mesurc dec
I"hémoglobine glyquée est supérieure a 6 %, ou encore qu’il obtient un résultat positif au test
d’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO : observation des variations de glycémie
trois heures durant, chez un patient a jeun au départ, a qui I’on a demand¢ de boirc unc

solution contenant 75 grammes de glucose). (Jennifer 1, 2011.)

En 2014, 8,5% de la population adulte (18 ans et plus} était diabétique. En 2012, le diabéte a
été la cause directe de 1,5 million de décés et I'hyperglycémie a causé 2,2 millions de décés

supplémentaires (Organisation mondiale de la Santé, 2016).

2. Classification :

Il existe plusieurs types de diabétes dont les 2 principaux sont :

2.1. Diabhéte de type 1 :
Anciennement diabéte insulinodépendant (DID ou juvénile), ce derier correspond a la
destruction des cellules B du pancréas, que lorigine soit idiopathique ou auto-immune
(Gourdi, et al.,2008). La conségquence et la carence totale de la production d’insuline. Les
causes exactes de son apparition ne sont pas connues ; dans la plupart des cas les cellules béta
du pancréas sont détruites par le systéme immunitaire et en I’¢tat actuel des connaissances ce

diabéte n’est pas évitable. Environ 6-10% des personnes diabétiques sont de type 1.(Racine G,

2015)

Ces patients sont jeunes a la découverte du diabéte (enfants, adolescents ou jeunes adultes).
Cette découverte est en général brutale et accompagnée de cétose, les patients atteints n’ayant

pas d’autres choix thérapeutiques que I’insulinothérapie.(Jennifer L, 2011).

2.2. Diabéte de type 2 :
Anciennement diabéte non insulinodépendant, correspond a I’insulino-résistance périphérigue

ou i la diminution de I’insulino-sécrétion. Ce type de diabéte est de loin le plus répandu,

représentant 90% des cas (Racine G, 201 5). il est en grande partie le résultat d’une surcharge
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pondérale ¢t de la sédentarité (80% des patients atteints sont en  surpoids  ou
obéses).(BushetPignet, 2001).

Ce forme de diabcte touche les personnes aprés 50 ans (Grimaldi, 2004),méme si on obscrve

de nos jours une augmentation de |'incidence chez I’enfant (International Diabeétes Fédération,

2006).
3, Symptomes :

3.1. Diabéte de type 1 :
Le diabete de type 1 se développe souvent soudainement et peut entrainer selon les individus

les symptomes suivants (Canivellet al., 2014) :

- Soif anormale et bouche séche. - Mictions (urines) fréquentes.
-Incontinence nocturne. - Manque d’énergie et fatigue extréme.
-Faim constante. - Perte de poids sondaine.

-Vision floue

3.2. Diabéte de type 2 :
Les symptomes du diabéte de type 2 incluent (William et Cefalu,2015 ).

« Mictions (urines) trés fréquentes.
e Manque d’énergie et fatigue extréme, - Faim extréme.
+ Engourdissements et picotements dans les mains ct les pieds. - Vision floue.

o Cicatrisation lente des blessures et infections récurrentes. - Soif excessive.

Beaucoup de gens souffrant d'un diabéte de type 2 continuent d’ignorer leur maladie pendant
longtemps, car les symptomes ne sont généralement pas aussi évidents que ceux du diabéte de

type 1 et peuvent mettre plusicurs années a étre interpretés.

4. Traitement :

Le but de la thérapie antidiabétique est la stabilisation du taux de glucose sanguin a un taux le
plus proche de la normal, sans provoquer d’hypoglycémie et prévenir les complications & long
terme de diabéte (Racine G, 2015). Pour atteindre ces objectifs, plusieurs thérapeutiques sont
4 notre disposition. Un régime alimentaire bicn équilibré en glucides, en protéines ct ¢n
lipides (Gin et Rigalleau, 1999), ainsi que I’exercice physique sont des composantes

essentielles du traitement de diabéte sucré (Charbonnel et Cariou, 1997).

les médicaments hypoglycémiants oraux, qui peuvent étre regroupés en 4 classes :
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4.1. Les sultamides hypoglycémiants (sulfonylurécs) ;

Ils stimulent la production d’insuline ; par les cellules B du pancréas en les

sensibilisant & I’action du glucose. (Cozma et al, 2002).
4.2, Les biguanides :

ne fait pas sur la sécrétion insulinique et le mode d’action se situe au niveau du foie et
des tissus cibles de Pinsuline (diminution de la production hépatique du glucosc et

augmentation de la sensibilité périphérique a ’insuline) (Cheng et Fantus, 2005).
4.3, L’alpha-glucosidase :

ce fait la transformation les polysaccharides en monosaccharides et située dans
Pintestin gréle. L’inhibition de cette enzyme ralentit la digestion des glucides et diminue leur
absorption, aboutissant a une baisse des glycémies postprandiales et de 'HbAlc (Cheng et

Fantus, 2005 ; Henquin, 2005).
4.4. L’insulinothérapie :

L’insutinothérapie sous-cutanée adaptée sur les résultats des glycémies capillaires{Rodier,
2001). et le cas de diabéte de type 2 I’insulinothérapie est donnée en association avec d’autres

antidiabétiques oraux, en cas d’obésité morbide, et en cas de carence insulinique (maladic
¢voluée) (Henquin, 2005).
5. Complication :

5.1,Les complications a court terme :

5.1.1 Acidocétose : développe chez un patient diabétique qui oublie son injection
d’insuline, Le déficit en insuline provoquée: Une augmentation de la lipolyse, avec une
libération accrue des acides gras libre dans le sang circulant, hypertriglycéridémie et d’autres

perturbations rénales et gastriques (William et al., 2005; Sholits et al., 2006).

5.1.2 Acidose lactique : manifeste chez les diabétiques traités par la fenformine

(antidiabétique orale de la classe des biguamides) (Buyssechaert, 2002).

6
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5.1.3 Coma Hyperosmolaire : duc i une hyperglyeémic sévére. en association avec une
déshydratation profonde et une osmolarité plasmatique trés ¢levée. Elle se manifeste chez les

diabétiques dges touchés par le diabéte type 2(William ct al.. 2005).

5.1.4 Hyperglycémie diabétique : se manifeste chez les diabétique (type let 2) utilisant

I’insuline ou traités par des antidiabétique sulfosylurée (William et al., 2005).

5.1.5 Céto-acidose : est une carence absolue ou relative en insuline chez le diabétique dc

typel surtout (William et al.,2005; Sholits et al., 2006).
5.2 Les complications chroniques :

Les complications sont {iées a 'hyperglycémie chronique et aux facteurs de risques
cardiovasculaires associés (Stratton et al., 2000). Elles sont nombreuses et touchent plusicurs
organes, suite & une micro ou macroangiopathic. Cependant, certains patients sont protégés

malgré un mauvais contréle glycémique (Raccah., 2004).

5.2.1 La macroangiopathie diabétique : L athérosclérose une atteinte des artéres de calibre
supérienr a 200pm, il s’agit de complications macrevasculaires. Le diab¢te est associ¢ a unc
athérosclérose apparaissant généralement de maniére précoce (Geoffroy, 2005). Elle concerne
le ceeur (infarctus du myocarde), le cerveau (AVC ischémique qui est 2 4 5 fois plus fréquents
que dans la population non diabétique) ct les membres inféricurs avec 1’artérite (Chevenne,
2004). La pathogenése des macro-complications met en jeu trois facteurs principaux : des
anomalies lipidiques (en particulier des modifications quantitatives et qualitatives des
lipoprotéines), des anomalies de I’hémostase (hyperactivit¢ plaquettaire et état de
procoagulant) et des modifications pariétales (épaississement et perte de complaisance de la

paroi vasculaire) (Geoffroy, 2005).

5.2.2 Microangiopathie diabétique : touchc lcs petits vaisscaux (artérioles, veinules ct
capillaires de 2 < 30 um). Elle associc unc modification structurale de la lame basale
endothéliale & une augmentation de ta perméabilité parictale a Porigine de la fuite des
protéines plasmatiques (Duron ct Heurtier., 2005), Elle concerne indifféremment tous les

tissus et organes, mais ses manifestations cliniques ne deviennent sensibles qu’au

neuropathie, des néphropathie et rétinopathie (Geoffroy., 2005).

5.2.2.1 Rétinopathie diabétique (RD) : Ellc est caractérisée par unc fragilit¢ capillaire ct unc

hyperperméabilité. Aprés 20 ans de diabéte, la rétinopathie est présente chez 90% des
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diabétiques(Chevenne., 2004). Elie menace done les patients diabétiques aprés quelques
annc¢es d’hyperglycémie mal maitrisée, I'hypertension artéricile est un facteur aggravant

majeur de la maladie (Strattonet al.,2001).
5.2.2.2 Neuropathie diabétique (ND) :

Elle ost caractérisée par une attcintc du systéme nerveux périphérique. et trés
frequentes (80% des diabétiques dont la durée de la maladie est supérieure 4 15 ans)
(Chevenne., 2004). Elle prédomine aux niveaux des membres inféricurs en raison de la plus

grande fragilite des fibres longues sensitives pcu myélinisés (Raccah, 2004).
5.2,2.3 Néphropathie diabétique (ND) :

Elle se définit par une atteinte glomérulaire spécifique, se caractérise par une destruction
progressive de celle-ci, par sclérose, et sous les effets combinés de la macro et de la micro
angiopathie, de 1'ischémie et de I’hypertension (Raccah, 2004). Ce développement d’une
insuffisance rénale chronique avec réduction progressive de la clearance de la créatinine

Jjusqu’au stade ultime de I'insuffisance rénale terminale (Collart, 2003).
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Diabéte néphropathie et stress oxydatif

1. Néphropathie Diabétique

Désignee autrefois par le terme la maladie rénale diabétique ou encore glomérulosclérose
diabétique est la plus grave des complications microangiopathiques du diabéte c¢n pleine
croissance (Mc.Farlane et al., 2003). les néphropathies donné lieu au plus grand nombre de
travaux fondamentaux et d’essai cliniques, visant 4 mieux comprendre ’évolution et les
facteurs d’initiation et de progression de la maladie, qui sont multiples, complexes et encore

imparfaitement connus. (Monnier, 2014.)
2.  Définition :

Connu par le syndrome de Wilson-Kimmelstiel et la glomérulonéphrite intercapillaire,
est une maladie rénale progressive causée par une atteinte des petits vaisseaux des glomérules
du rein(Adler et al, 2003). Ellc est définie cliniquement par la présence d une
microalbuminuric ou d’unc néphropathic patentc chez un patient atteint de diabéte cn

I’absence d’autres indicateurs de néphropathie (Mc.Farlane et al.,2003).

Le syndrome a été découvert par le médecin britannique Clifford Wilson (1906-1997) et
I’ Américain d'origine allemandc médecin Paul Kimmelstiel (1900-1970) et a été publié pour
la premicre fois en 1936 (ADA. 2000). Le syndrome peut étre observé chez les patients
souffrant de diabéte chronique (15 ans ou plus aprés le début), afin que les patients soicnt
généralement plus dgés (entre 50 et 70 ans) (Buleon, 2008). En général, le premier signe de la
néphropathie diabétique est la Microalbimunurie (Adler et al.,2003).Celle-ci est définic par
I'excrétion de 30 & 300 mg g-ld’albumine dans un échantillon (ADA.2000). La
microalbuminurie considérée chez les diabétiques comme le signe d’une néphropathie
débutante et la progression vers une protéinurie comme celui d’une néphropathie clinique ou

manifeste (Mc.Farlane et al., 2003).

3. Epidémiologie :

Les néphropathic sont définies commec la présence, pendant plus de trois mois,
d’anomalics rénales biologiques, morphologiques ou histologiques et/ou d’une insuffisance
rénale (Lasaridis et Sarafidis, 2005). Les glomerulopathies représentent une entité
pathologique caractérisée par une lésion de la structure et de la fonction des glomérules
rénaux, d’origine inflammatoire ou non (Vivian et al., 2002). Elle est la premiére cause
d’IRCT dans le monde et la premiére cause de la mise en dialyse(en France de moyenne,
responsable de 27% des cas en 2009. En Algérie sur environ 13500 dialysés en 2009, il est
estimé que 25% d’entre cux sont diabétiques (Ramache,2010). Les patients diabCtiques
dialysés chroniques ont un risque de déeés vasculaire. deux fois plus important gue les
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dialyses non diabétiques, et 100 fois plus mmporiant gue la population générale. La mortalité
est supéricure a 25% dans les deux ans qui suivent la mise en dialyse chez les diabétiques

(American M.AS. 2006).

Avec 40% des causes d’insuffisance rénale chronigue terminale, la néphropathic diabétique sc
place au premier plan des préoccupations en néphrologie (Lasaridis et Sarafidis,2005). Elle se
développe classiquement chez 30% des patients diabétiques de typel aprés 10 a 25 ans
d’évolution. Sa prévalence est supérieure a celle des sujets ayant un DT2; 5-10% mais du fait
de la prévalence supérieur du diabéte de type2; plus des patients souffrent I’ IRCT(Ahn et al.,
1991). L'incidence de I'IRCT dorigine diabétique progresse le plus vite d'environ 10 4 15%
par an. Aux Etats Unies d’Amérique, 20 a 30% des diabétiques développent une IRCT
(American M AS.2006). Cette augmentation d'incidence est atiribuée & plusieurs facteurs
dont notamment le vicillissement de la population, les facteurs socio-nutritionnels ct enfin a
une diminution de la mortalité cardio-vasculaire notamment liée & l'infarctus myocardique et

aux AVC, permettant ainsi 'expression de la néphropathie diabélique (Bakker, 1999).
4. Diagnostic de la néphropathie diabétique

On procéde au dépistage de la néphropathic diabétique parce que lorsqu’elle est décelée
ot et qu’un traitcment cfficace cst amorcé rapidement, on peut retarder ou prévenir la perte de
la fonction rénale et prendre en charge les complications (Mc . Farlane et al.,2003). Le
dépistage de la microalbuminuric s’effectue par détcrmination du rapport albuminurie /
créatininurie (RAC) a partir d’un échantillon d’urine aléatoire (Perkins et al.,2003). La
détermination du RAC permet de prédire avec précision le taux urinaire de protéine dans les
urines de 24heures(Ahn et al,, 1991); elle est plus simple a s’effectuer et présente moins
d’inconvénients pour les patients que pour les épreuves exigeant le recueil des urines pendant
un temps donné (Bakker, 1999).La microalbuminurie est un important facteur de risque
d’évolution de la néphropathie, mais il y a dans certains cas une normalisation spontanée des

taux urinaires de protéines{Lasaridis ct Saratidis, 2005).

Pour confirmer la néphropathie chez les patients qui présentent une microalbuminurie, il
faut effectuer jusqu’a deux autres déterminations du RAC a partir d’un échantillon d’urine
aléatoire(Ahn et al., 1991). Comme le RAC peut étre élevé dans des situations autres que la
néphropathic diabétique, telles qu'une activité physique intense récente, une fiévre, une

infection des voies urinaires, une insuffisance cardiaque congestive, des élévations sévéres
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soudaines de la tension artérielle. ou de la glycémic ou les regles, il faut retarder le dépistage

de la microalbuminurie dans ces situation (Mc.Farlane el al..20103).

5. Facteurs de risque de développement d’une néphropathie diabétique :

Parmi ces facteurs, on distingue: mauvais contrble de la glycémie, longue durée du
diabéte, présence de complications microvasculaires, hyperiension préexistante, antéccdents
familiaux ~ dc¢  néphropathic  diabétique,  antécédents  familiaux  d’hypertension.

Tabagisme.(Haslett et al.,2005; Mclsaac et Jerums, 2003},

6. Physiopathologie et mécanisme de la néphropathie diabétique :

Les études ont montré que les mécanismes physiopathologiques fondamentaux qui
finissent par conduire a la néphropathie diabétique sont similaires dans le diabéte de typel et
le diabéte de type2(Wolf et Rit12.,2003). Cependant, d’autres facteurs nocifs, liés ou non au
diabete, tels que I’hypertension artériclle pourraient également entrainer des lésions rénales

(Wolf, 2005).

Le premier changement détecté cst "augmentation du volume du rein et glomérule par
hypertrophie, associée a une hyperfiltration glomérulaire et unc augmentation de {’excrétion
urinaire d’albumine(Mauer, 1994; Bulcon, 2008). Mais on constate que le glomérule préserve
sa structure normale. Ces changements sont probablement dus aux facteurs hémodynamiques

et restent encore réversibles(Lehmann ct Schleicher, 20003,

Les facteurs génétiques peuvent influencer directement de la néphropathie diabétique. Des
génes potentiels ont bien été identifiés, mais une liaison n'a é1¢ retrouvée que dans certains
groupes ethniques et non chez la majorité des patients(Berger et al., 2003).Pour comprendre
les mécanismes physiopathologiques qui sont évoqués pour expiiquer la toxicité cellulaire au
glucose; plusicurs ¢tudes ont montré que la voic de la glycation des proteines est la voie
impliquée essenticllement dans la néphropathic diabétique (Wolf, 2005). Récemment,
d’autres voies ont été identifiées tels que le stress oxydatif, la production des facteurs de
croissances, 1’activation d’enzymes impliquées dans la transduction du signal ct le déficit en

peptide C. Ces mécanismes conduisent 4 la dysfonction endothéliale au niveau du rein

(Raccah, 2004).
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7.Diabéte néphropathie et stress oxvdatif
7.1 Equilibre Oxydatif

Dans le systtme biologique, 'oxygéne moléculaire forme plusieurs intermédiaires
réactifs communément appelés ROS, qui sont de petites molécules sous tension dérivées de
l'oxygéne, instables et hautement réactives (Schieber &amp; Chandel, 2014). Les ROS sont
soit des molécules radicalaires notamment du superoxyde (O2 » -}, de L'hydroxyle (+ OH), du
peroxyle (ROO +) et de l'alcoxyle (RO +), ou des non- radicalaire tels que Pacide
hypochlorcux (HOCT), 'ozone (O3), le 'oxygéne singulicr ( 1 O2) et le peroxyde d'hydrogénce
(H202). Ces ROS non radicalaire sont des agents oxydants qui sont facilement convertis ¢n
radicaux libres (Li et al. 2016). Dans des conditions physiologiques normalcs, les
antioxydants endogtnes et exogénes interagissent avec ces oxydants pour contrer les
dommages oxydatifs aux cellules. Les mécanismes de défense antioxydants comprenncent la
superoxyde dismutase (SO0D); systéme glutathion: glutathion peroxydase et glutathion
réductase; catalase: et la coenzyme Q (Milkovic et al., 2019). Les enzymes antioxydantes
convertissent principalement les ROS en molécules d'oxygéne non réactives, formant
finalement de l'eau. L'ensemble du systéme redox antioxydant utilise principalement le
NADPH comme réducteur chimique, qui est principalement produit par la glucose-6-

phosphate déshydrogénase (Ray ct al., 2012).
7.2 Stress oxvdant dans les reins

Le stress oxydatif rénal est souvent une conséquence de la surproduction des radicaux
libres induite par une enzyme pro-oxydante et de l'inactivation de systéme antioxydants (Nie
et Hou, 2012). Parmi les nombreux systémes enzymatiques impliqués dans la génération des
espéces réactive oxygéné (ROS) dans le rein, les NOX scmblent étre les contributeurs les plus
importants (Ishimoto et al., 2018). Une production excessive de ROS déclenche une fibrose et
une inflammation rénales et cause des dommages importants aux tissus en favorisant la
peroxydation lipidique, les dommages & 'ADN et la modification des protéines, ainsi qu'un

dysfonctionnement mitochondriat (Baud et Ardaillou, 1993).

7.3 Sources de ROS dans le rein

De multiples mécanismes intracellulaires sont impliqués dans la production de ROS
au niveau rénale, y compris la xanthine oxydase, les systémes du cytochrome P450, la NO

synthase (NOS), la chaine respiratoire mitochondriale et les NOX (Araujo &amp; Wilcox,
13
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2014). Dans des conditions physiologiques, la xanthine oxydase produit une quantité
indétectable de ROS dans le rein via la voic du métabolisme des purines (Duni et al., 2019).
Les ROS dérivés de la xanthine oxydasc sont associés a une dysfonction endothéliale chez les
patients atteints de maladie coronarienne et a une dysfonction contractile dans l'insuffisance
cardiaque (Kimn et al,,2009 ). Cependant, sa contribution a DKD reste mal connue. D'aulre
part, le systeme du cytochrome P450 et NO synthase (NOS) ent un rdle indirect dans la
production de ROS dans les rein (Kaushal et al_, 2019).

7.4 Réle de ROS dans I'inflammation rénale

Insutfisance rénale chronique, consistait en une inflammation. L'inflammation
chronique est induite par des infections, des maladies auto-immunes, des médicaments
chimiques et le stress oxydatif (Ratliff et al 2016). L'inflammation est une raison impérative
de l'augmentation du stress oxydatif observée chez les patients présentant une insuffisance
rénale, avec des facteurs tels que la malnutrition, la dysfonction autonome, un excés de
volume chronique au milien de certains facteurs concernés par I'état inflammatoire accru
observé dans les Iésions rénales (Morena et al., 2005). Les cellules inflammatoires sont
l'origine des radicaux libres sous forme d'espéces réactives d’O2 et d'azote, tandis que les ROS

sont considérées comme les plus générales (Duni et al., 2019).
7.5 Mécanisme de complication rénale de diabéte

[.a maladie de néphropathic diabétique est considérée comme l'un des principaux
nproblémes micro-vasculaires du diabéte sucré qui est devenue la cause unique la plus
générale de maladie rénale terminale (Kashihara et al., 2010). 11 est défim traditionnellement
par des modifications morphologiques et fonctionnelles rénales comme; hyper-filtration
glomérulaire, hypertrophic glomérulaire ct rénale. augmentation de I'excrétion d'albumine
urinaire, augmentation de I'¢paisseur de la membrane basale glomérulaire (GBM), et
expansion mésangiale et également accumulation de protéines extracellulaires (Bicu et al.,
2010). T est maintenant clair que de multiples voics sont impliquées dans la pathogenése de la
maladie rénale diabétique comme; voie de I'hexosamine, voie de la protéine kinase C {(PKC),
formation de produits finaux de glycation avancés (AGE), voie du polyol, facteurs de
croissance, cytokines et radicaux libres. Il est & noter que toutes ces voies sont induites par un
déséquilibre entre le stress oxydatif et les éléments antioxydants (Amorim et al., 2019). De
plus, les preuves montrent que le stress oxydatif au cours de la maladie diabétique entraine

finalement l'abandon de I'homéostasic rénale normale ct son bon fonctionnement. Il est bicn
14
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ctabli que la production de ROS augmentée dans les reins des patients diabétiques peut &re
affectée par des voies enzymatiques et non enzvimatiques (Kashihara et al.. 2010). D'aprés les
preuves, un taux dc glucose ¢levé agit par 'activation de la protéin kinase C (PKC) dans lcs
glomérules diabétiques via la synthése de nove du diacylglycérol (DAG). Ensuite, PKC crée
des ROS provoquant ainsi une amélioration de I'expansion mésangiale, un épaississement des
GBM et un dysfonctionnement des cellules endothéliales aboutissant & une maladie rénale
diabétique (Jha et al., 2016). En outre, des niveaux élevés de glucose induisent des isoformes
de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydases (NOX), en particulier NOX-4 qui
sc traduit par un dysfonctionnement endothélial, une inflammation et par conséquent unc
apoptose. De plus, les autres voies d'auto-oxydation du glucose telles que la formation accrue
d'AGE, le flux de la voie des polyols et la glycation des protéines sont impliquées dans les
Iésions rénales directes et indirectes en produisant une proportion importante de ROS.

(Mahmoodnia et al., 2017)
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I. Matériels
1. Patients, région et période d’étude

Notre etude a €t¢ réalisé sur 45homme dans la région de touggourt ont été répartie en 3
groupes de 15 individus chacun: un groupe des témoin avec moyenne d’age (34.06+ 3.03 ans)
et le deuxicme groupes diabétiques avec moyenne d’age(53.75+15.48ans) et un groupe
dediabetiques néphropathiedgées de (53.46413.49 ans). Notre travail a 6té approuvé par
le comité d’éthique et tous les sujels ont participévolontairement.

Dans cette ¢tude on a utilis¢ 45individus ont été divisé en 3 groups comme suite :
v Groupe 1 (n=15) : Individus volontaire sain « Témoin ».
v Groupe 2 (n=15) : Patients souffrant de diabéte sucré sans complications« Diabétique ».
v Groupe 3 (n=15): Patients souffrant de diabéte sucré avec complication néphrotique
« Diabétique néphropathie ».

Ce travail est réalisé dans la ville de touggourt existe dans la région d'OuedRighqui est
une vallée située au nord-est du Sahara algérien. Elle couvre un axe Sud Nord dont la latitude
est de 32 °, 54 'a 39 °, 9' Nord et fongitude 05 ©, 50 4 05 ©, 75 Est. Cette région est divisée
naturellement en bloks appelés trios: Upper OuedRigh (Touggort), au centre (Djamaa) et cn
bas de cette région (région de M'gheir) (Abdelkader et Hamid, 2012).

L’échantillonnage a été réalisé durant la période de octobre jusqu’a la fin de Février.

1.1. Critére d'exclusion

Les patients exclus dans la présente étude sont :
- Les personnes diabétiques 4gés.
- Les personnes diabétiques souffrant des autre complications autre que néphrotiques.

-Les personnes diabétiques ont des autres maladies aigues ou chroniques

1.2. Critére d'inclusion

Les patients inclus dans la présente étude sont les patients qui répondent aux

caractéristiques suivantes :

v Confirmation du diagnostic des personnes diabétiques et néphropathie diabétique

v Les personnes diabétiques et néphropathie diabétique habitent dans la région
d’Touggourt.

v Facilitation du contact permettant un suivi rigoureux de I’expénimentation.

v Personnes témoins en bonne santé, ne présentant aucune pathologie.
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I1. Méthodes
1.Prélévement

On préléveS mL de sang sur un tube contenant l'anticoagulant EDTA et le reste dans un
tube zéro (sec) aprés presque 12 heures de jeline et en conditions parfaitement stérilisées. Ces
prélévements ont ¢été apportés rapidement au laboratoire pour éviter toute détérioration
et contamination exi¢rieure, centrifugés, aliquotés et conservés a -18C jusqu’au

moment de I'analyse et pour faire les parametres qu'ils doivent étre faire rapidement .
2.Réactifs et produits

Acide  thiobarbiturique  (TBA), Acide trichloroacétique  (TCA), Tampon (ris
hydroxyéthylamino éthane (Tris), L’acide 5,5 -dithiobis 2 — nitrobenzoique( DTNB),

3.Détermination des paramétres Biochimiques

Les taux d'urée sérique, acide urique, créatinine, de protéines sériques et lipide dans le
sérum ont été déterminés A l'aide du kit commercial de Spinreact, Espagne (réf : urée-20141,
acide urique-20091, créatinme-20151, Albumin-1001291 ¢t fer-20111).

3.1.Détermination des paramétres hématologique

Les parametres hématologiques (hémoglobine, hématocrite) sont déterminés par la

méthode de Coulier en utilisant I'auto analyseur spécifique de I'FNS SYSMEX 40001,

3.2.Détermination des électrolytes

La détermination du paramétre ionogramme (sodium et potassium) est par l'utilisation
de l'analyscur d'électrolyte automatique (Easylute),

4.Méthodes de dosage des paramétres de stress oxydatif
4.1.Dosage du malondialdéhyde (MDA) sérique
Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec l'acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d'un complexe de

couleur rose entre deux molécules d'acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d'absorption a 532nm (Yagi., 1976).
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Réactif

375myg de TBA, 20g de TCA, 0.01g de BHT, 25 ml de HCL 1 N et 50 ml d'eau distiliée
ont été introduit dans un bécher. La solution obtenuc a été chaufféc a 40°C dans un bain
Marie jusqu’ a dissolution complete du TBA, puis transférée dans une fiole de 100ml et le

volume complété a 1 'eau distillé jusqu'au de jauge.

Mode opératoire

Pipeter dans les tubes a essai en verre et & vis, 200ul d'échantillon, 800 ul de réactif
TBA et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie 4 100°C pendant 15
minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formes lors de la réaction. Centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire l'absorbance du surnageant a4 532 nm 4 l'aide d'un
spectrophotomeétre. La concentration de TBARS a ét¢ déterminée en utilisant le coefficient

d'extinction moléculaire du MDA (&= 1,53.16"5 M-1 cm-1).

4.2. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH)

Principe

Le complexe formé entre le GSH et I'acide 5,5'dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB), ce
qui libére l'acide thionitrobenzoique (TNB) lequel présente une absorbance & 412nm

(Weckbercker et Cory., 1988).

Mode opératoire

A 800uL de sérum sont ajoutés 200 pL de l'acide salicylique (0.25 %). Mélanger avec
Hagitateur et laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000 t/min pendant 5
minutes. 500 puL de surnageant sont ensuite mélangés avec 1000 puL de tampon tris (uris
0.4mol, NaCl 0.02mol, PH=8.9) et 25uL de DTNB (0.01 mol.L™"). Aprés Smin d'incubation,

la lecture de 'absorbance s'effectuc A=412 nm.

Expression des résultats

On calcule la concentration du GSH exprimée en Nanomoles par milligramme de

protéines (nmol/mg Hb) selon la formule suivante :

DOx1x1.525
13133x0.8x0.5xmgdeHb

GSH(nM/MgdeHb) = xd

20
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4.3.Dosage de thiol total sérique

Le thiol total sériquc a été déterminé selon la méthode décrite par Ellman. Une partie aliquote
du surnageant (50 ul) a é1¢ mélangée avec 1 ml de tampon Tris (0,25 M) -EDTA (20 mM) et
lire I'absorbance & 412 nm. Ceci a été suivi de l'addition de 5 ml de DTNB 10 mM, puis faire
deuxieme lecture de I'absaorbance a ¢té prise aprés 15 min. L'absorbance du blanc de DTNB ct
du blanc d'¢chantillon a également été prise et les thiols totaux ont été calculés en utilisant la

formule ci-dessous: Thiols totaux (U /L) = (A- B- C) (4,0 /0,2) / X
4.4.Dosage de la vitamine C plasmatique

La vitamine ¢ plasmatique est mesurée selon la méthode de Jacota et Dani (1982) en utilisant
le réactif de Folin. Ajoutez 1 mi de plasma & 0,5 ml de la solution de TCA (10%). Vortex
placez ensuite les tubes dans un bain de glace pendant 30 min. Centrifuger & 3000 tr / min
pendant 10 min. Prélever 0,75 ml de surnageant puis ajoutés 0,75 ml d'eau distillée et 150 pl
de Folin (1/10). vortexer et incuber pendant 15 min a température ambiante, Lire Ja DO a
l'aide d'un spectrophotométre a blanc a 769 nm et déterminer la concentration de vitamine C

(ug / ml) a partir de la courbe standard.

4.5.Détermination du pouvoir antioxydant ORAC

Principe

Le pouvoir antioxydant total du plasma, c¢'est a dire sa capacité¢ a absorber les radicaux
oxygenes libres (ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity) est estimé par la capacité
des hématies a résister a I'hémolyse induite par les radicaux libres in vitro en présence du
plasma selon la méthode de . Cette méthode est basée sur le suivi en fonction du temps de

I'hémolyse des globules rouges induite par un générateur de radicaux libres. (BLACHE.,

PROST., 1992).

Traitement des globules rouges

e Centrifuger le sang du donneur & 2000 t/min pendant 10 min et éliminé le plasma.
e Laver délicatement 1 volume du culot avec 2 volumes d’eau physiologigue (sans

lyser les GR), puis centrifuger 4 nouveau a 2000t/min pendant 5 min.

Mode opératoire
» Tube blanc

21
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*  On ajoute 1 ml de GR : 20 pl de CuSO4(2mM), 20 ul d"H202 (30%) ¢t 2 mi
d’eau physiologique , puis remuer délicatement,

* Incuber 5 min & T° ambiante, centrifuger pendant 5 min a 2000t/min.

» Lire la DO & 450 nm du surnageant puis le remettre dans le tube et remuer
délicatement.

*  Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 2 h.

» Tube étalon

e On gjoute a4 Imi de GR : 20 ul de CuSO4(2mM),20 pl d’H202 (30%) et 2 ml
d’eau physiologique , et 20 ul dc vitamine C (400 uM) puis remuer délicatement.

¢ Incuber 5 min a T°® ambiante, centrifuger pendant 5 min & 2000t/min.

e Lire la DO 4 450 nm du surnageant puis le remettre dans l¢ tube et remuer
délicatement,

»  Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 2 h.

» Tube test

* On ajoute & Iml de GR : 20 ul de CuSO4(2mM},20 pl d’H202 (30%) et 2 m!
d’eau physiologique , et 20 pl sérum (400 uM) puis remuer délicatement.

o Incuber 5 min & T° ambiante, centrifuger pendant 5 min a 2000t/min.

e Lire la DO 4 450 nim du surnageant puis le remettre dans le tube et remuer
délicatement.

e Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 1 h( t0, t10, t20, t30, t40, 150,
t60, et faire la moyenne de ces derniéres :

s  ZIDO =Z(t0,t10, 20, t30, t40, t50, t60)/7

¢ Pour calculer le pouvoir antioxydant total en utilisant deux méthode.

Calcule

Y (DO blanc - DO échantillon) At

ORAC (UD) =
Y(DO blanc - DO étalon) At

5. Méthodes d'analyse statistique :

I'évaluation statistique est effectuée par le test T de student et test ROC par analyse de
régression, Les résultats sont donnes sous forme de moyenne + SEM pour 45 individus

répartie en témoin, patients diabétiques et patients diabétiques néphropathie. Alors, on utilise
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des logiciels MINITAB, STATISTICA et EXCEL qui nous aident pour faire les tests. Les

moyennes sont considérées comme significativement  différentes lorsque  P<(.05.
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1. Résultats :

I.1.Description de population d'étude

Notre population ciblés dans ce travail est caractérisé par plusieurs paramétres a fin

d'identifier ces populations, ces paramétres sont basé sur le choix de I'dge qui doit étre

équilibre entre les groupes pour éliminer l'effet de I'dge physiologique sur la variation des

parametres biologiques. Aussi on a identifi¢ les populations étudier par la mesure de la

tension artérielle et l'indice de masse corporelle (IMC) a travers la mesure de poids et la taille.

Tableaul: Caractérisation démographique de population d'étude

Groupe Age

(ans)
Témoins 34,06+ 3.03
Diabétiques 53.75£1548
Diabétique-Néphropathie  53.46+13.49

Poids
(kg)

85.83+16.24

74.61+15.81

70,89=5.09

Taille IMC P. cyst. P. diast.
(m) (kg/m’)  (mmHg)  (mmHg)
1.72+0.070 28,962 36 121‘),00 840,00
1.70+0.06 25.68+1.04 13.582+1.84 7.77+1.32
1.68+0.07 24,7941 .41 14071035 60,9200 267

1.2. Paramétres biochimiques: Sclon les résultats obtenus (tablcaul) on observe une

augmentation significative (P < 0.05) de la glycémie, la concentration de l'urée, créatinine,

albumine acide urique et fer sérique dans les groupes diabétique et diabétiques néphropatique

par rapport au groupc t¢moin ct aussi on obscrve une augmentation hautement significatit (P

< 0.01) de la concentration de urée, créatinine, acide urique et fer sérique dans le groupe des

patients diabétiques néphropathie par rapport au group diabétiques seules.

Tableau? : Concentration des paramétres biochimique chez le témoin et les groupes malades

Groupe Glycémie
(gM
Témoins 1,02+0,05
Diabétiques 1,98+0,23™
Diabétique-Néphropathie  1,69+0,15"

Albumine
(gD

42,23+0,78
44,67£0,87

50,23+4,73"

Créatinine Urée Fer Acide urique
(mg/M) (gMm (mg/1) g
,51£0.73 ,38+0,02 0,830,07 64,2843 44
9,22+0,43 0,36£0,03 0,51£0,04""  43,2123,79"
93,07+8,65""  1,02£0,06"°  1,19£0,16™®  58,46+2,89°

Les résultats sont présentés sous forme Moy+ES, (n=15). Comparaison avec les témoins :

*P <005 ** P <001, *** P <0.001. Comparaison avec le groupe diabétique : ‘P <

0.05,°P <0.01,°P <0.001.
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1.3. Les électrolvtes

les résultats oblenus (tableau3) montrent une augmentation significative (P < 0.03) de
la concentration de potassium sérique dans les groupes diabétique ot diabétiques
néphrotique par rapport au groupe témein et aussi on observe une diminution hautement
significatif (P < 0.01) de la concentration de sodium sérique dans le groupe des paticnts
diabétiques et diabetiques néphropathie par rapport au groupe témoin mais pas de variation

significatif avec autre comparaison,

Tableau3 : Concentration des ¢électrolytes chez le groupe témoin et les groupes malades

Groupe Potassium Sodium
{meg/) (meg/1)
Témoins 4,10+0,02 140.06+0.55
Diabétiques 4.17+0.09 136.7740.50""
Diabétique-Néphropathie 5.30+0.361" 134.54£1.52""

Les résultats sont présentés sous forme Moy=ES, (n=15). Comparaison avec les témoins :

* P <0.05 % P <0.01,*** P <0.001.
1.4.Paramétres hématologiques:

Selon nos résultats illustrés dans le (tableaud), que montrent qu'il n'y a pas une
variation significative (P > 0.05) du nombre des globules rouge, globule biancs,
hématocrite et les plaquettes de sang chez les patients diabétiques par rapport aux
témoins.et une diminution significative (P < 0.05)de ces parameétres chez le group
diabétique néphropathiques par rapport au témoin.Par contre on observe une diminution
significatif de nombre des globules rouge, globule blancs, hémoglobine et hématocrite et
une augmentation significatif (P < 0.05) des plaquettes de sang chez le group des patients

diabétiques néphropathie par rapport au group diabétiques.
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Tableau4: Taux des paramctres hématologiques chez le groupe témoin et les groupes

malades
Groupe Globule Blanc  Globule Rouge  Hémoglobine
{mm3) (mm3) (g/dl)
Témoins 8,16+0,56 4,8540,06 13.87+0.29
Diabétiques 8934077 4431021 12.4240.56"

o

Diabétique Néphropathie .  6.6120.41™¢ 2,800,177 8.95+0.45

Hématocrite Plagquete
(%) (mm3)
39,1840,81 243 71158
37.14+1 81 13594227

26.13£1.537°C 22794318

Les résultats sont présentés sous forme Moy+ES, (n=15). Comparaison avec les témoins :

*P <0.05,** P <0.01,*** P <0.001. Comparaison avec le groupe diabétique : " P <

0.05, PP <0.01,°P <0.001.

1.5. Paramétres du stress oxydatif

Les résultats (tableaud) révélent qu’il v a une augmentation significative de taux de

MDA, glutathion réduit (GSH), vitamine ¢ (P < 0.05) et une diminution significatif (P <

0.05)de la concentration de thiol total chez le group diabétiqueet diabétiques néphropathic

contre le témoin, Par contre seul le taux de GSH est augmentee (P < 0.001)dans le groupe des

patients diabétiques néphropathie par rapport au group diabétiques seules.et pas de variation

significatif pour les restes des parametres.

Tableau5 : Concentration de marqueurs de stress oxydatif sérique chez le témoin et les

groupes malades

Groupe MDA : GSH Vit C
(umol/ mg Hb)  (mmol/ mg Hb) {mmol/1)

13,18+1,48 1,27+0,06 0,85+0,08

Témoins
Diabétiques 16,10+1,53" 1,790,117 1,31£0,16"
Diabétique-Néphropathie  23,64%3,3%* 2,590,157C 1,8620,37

ORAC Thiol
un (mol/l)
1.06=0.0109 1.4110.41
1,003+0,06 0.2620.30"""
0,99+0,03 0.8620.61"

Les résultats sont présentés sous forme Moy+ES, (n=15). Comparaison avec les témoins : *

P <0.05, ** P <(0.01,*** P <0.001. Comparaison avec le groupe diabétique : ip <

0.05,°P <0.01,°P <0.001.
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1.6. Analyse de ROC des marqueurs de stress ovydatif
1.6.1. Chez les diabétiques :

Notre résultat (tablcau6 et figurel) révélent que le thiol dans le sérum  étaient un facteur
prédictif significatif (P <0,05} avec un pourcentage élevé de spécificité ( 100%) , un

pourcentage élevé de Sensibilité ( 25%) et une valeur ZSC(0,056 ).

- 1C 95%
Sensibilité Spécificité :
o pe‘f,z)“" © 7sc ES P Limite Limite
. inférieure supérieure
GSH 50 33,3 0,583 0,182 0,643 0,226 0,940
Vitamine C 0,00 11,1 0,625 0,181 0,478 0,669 0,981
Thiol . 25 100 0,656 0,066 0,014 0,000 0,181
. ROC Curve )
b
g L //
E’ ! ///
o4 H /
A
07 ’//,
///
"~ ) T Spectmcny " :

Figurel: Courbe ROC de GSH, Thiol et Vit C chez les diabétiques

1.6.2. Chez les diabétiques néphropathie

Notre résultat révélent que le MDA et GSH dans le serum étaient des facteur
prédictifs significatifs (P <0,05) avee des pourcentages de spécificité { 18.2 et 0.00%) , des
pourcentages élevés de Sensibilite ( 30,4 et 72,2 %) et des valeurs ZSC(0,092 et 0,104 )

respectivement (tableau7 et figure2).
IC 95%
Sensibilité®%  Spécificité®% = ZSC - ES P Limite Limite
' inférieure  supérieure
MDA 364 100 0814 0092 0,013 0,633 0,995
GSm 7,7 | 18,2 0822 0104 0,010 0,619 1,000
\}itamineC | 45,5. 0,00 0,731 0116 0,066 0,505 0,958
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Figure2: Courbe ROC de MDA, GSH et Vit C chez les diabétiques néphropathic
1.7. Corrélation entre les paramétres

Les résultats obtenus (figure 03 et 04) montrent qu'il n'ya aucune corrélation significative
entre la variation des marqueur de stress oxydant (GSH et MDA) et les marqueur de la

fonction rénale (urée, créatinine et acide urique)

) o . O e 45093 P
15 7201672206318 (b0 V= 18787550026 . B -z 500
Y &t 20,6783 PO e W =532 LN : Vi g + *
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Figure 03: Corrélation entre la variation de GSH et les marqueurs rénales chez des patients

diabétique avec néphropathic
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Figure 04: Corrélation entre la variation de MDA et les marqueurs rénales chez des

patients diabétique avec néphropathie
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2. Discussion

Notre étude a porté sur des sujets hospitalisés au niveau du service de diabétologice ¢t du
service d'Insuffisance Rénale de EPH Touggourt. Ces sujcts sont des diabétiques soit suns
complication rénale ou ils représentent une néphropathie diabétique comme complications
avec différent degré de sévérité. Les patients sont répartis selon leur degré de I’atteinte rénale

due aux complications du diabéte.

2.1. L’Hypertension Artérielle (HTA)

Au cours dc la description de population diabétique étudic ct utilisé dans cette étude on
observe une association entre cette maladie avec 'hypertension artérielle. La liaison entre
I’hypertension est les complications du diabéte est bien démontrée. Cette atteinte vasculaire
est en outre, en rapport avec plusieurs facteurs : I'excés du poids, I’hyperinsulinisme,
Pinsulino-résistance avec activation du systéme rénine angiotensine. la rétention hydro-sodéc
et les Iésions endothéliales de la micro-circulation(Krzesinski et Weekers, 2005 ; Wright et
Hutchison, 2009) ainsi que I’existence d’une néphropathie diabétique (Krzesinski et Weckers,
2005).Concernant l'indice de masse corporelle, plusieurs études ont rapporté une forte
association entre un excés de poids et un risque accru de décés, plagant le groupe en surpoids
a 40% plus ¢leve et le groupe obése a un risque de déces jusqu'a 300% plus élevé que les
individus dont I'IMC est normal (18,5 < IMC <25 ). L'excés de poids et l'inactivité physique
sont également associés 4 un risque accru de développer diverses maladies, en particulicr le
diabéte de type 2 (Gray ct al., 2015). Etant donné que l'excés de poids est un prédicteur
important du diabéte de type 2. le terme «diabésité» a €& proposé par Astrup et Finer, (2000).
Plus précisément, par rapport aux femmes dont I'TMC est normal, en surpoids, obéses de
classe I et 1T (30 < IMC <39,99) ¢t de classe 11T (IMC = 40), lcs personnes sont exposées a des

risques accrus de développer une DM de type 2.
2.2. Glycémie et parameétres biochimiques

Les résultats obtenus montrent que la glycémie est augmenté chez le group diabétique et
diabétique néphropathie par rapport au témoin ce qui confirme que la glycémie reste le
marqueur le plus important pour le diagnostique de diabéte ou le contréle et suivie le
développent ou la complication néphrotique de la maladie. Plusieurs travaux chez des
patients ont le diabéte de type 1 que de type 2, ont montré que I’hyperglycémie jouait un réle
causal dans la physiopathologie des étapes initiales de la néphropathie diabétique (Roussel,

2011). D'autre part notre résultats montre unc augmentation des parameires de la fonction
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rénale (urée, créatinmne. acide urique et albumine chez le group diabétique néphropathic
contre le group des diab¢tique. La créatinine est considérée parmi les marqueurs les plus
important de dysfonction rénale et la filtration glomérulaire (Tsinalis ct Binet, 2006).
Plusieurs travaux montraient clairement que le taux de la créatinine sanguine augmente dés le
stade précoce dec la néphropathie diabétique (Bouattar et al., 2009 ; Lasaridis et Sarafidis.
2005). Concernant la concentration de l'urée, Il est évident qu’une augmentation de J'urée
sanguine traduit un déficit de la fonction d’excrétion des reins (Richet, 2005). l'urée
s’accumule dans lc sang et devient un facteur toxique ce qui traduit par une altération de la
fonction rénale (Vanholder, 2003) du fait que Uinsutfisance rénale par acidosc métaboligue
qu’elle induit, est responsable d’un catabolisme musculaire exagéré (Mitch et al. 1994), l¢
dosage de I'urée sanguine est moins précis pour évaluer la fonction rénale que celui de la
créatinine ct doit donc &tre abandonné (Dussol, 201 1). Mais pour l'augmentation de 'uricémic
qui est expliquée par la progression linéaire de I’insuffisance de la fonction rénale et de
I’incapacité d’éliminer les déchets issus du catabolisme. L’hyper uricémie est considérée
comme un marqueur de dysfonctionnement rénal plutdét qu’un facteur de risquc dc
progression de I'atteinte rénale (Kang et al., 2002). Autrement, le taux élevé de ’acide uriquc
circulant, peut étre interprété lors d'une lésion cellulaire, une dégradation rapide des acides
nucléiques libérant ¢n grande quantité des purincs qui seront par la suite transforméces cn
acide urique est observée (Chebbabi R., 2012).L'acide urique est le produit final du
métabolisme des purines chez I'homme, ¢lle joue un double réle, a la fois comme un pro-
oxydant ct thérapeutique comme un antioxydant (SHABANA ct al, 2012).Concernant
l'albumine gui est un marqueur de fonction rénale. La modification de la filtration
glomérulaire entraine une excrétion wrinaire d’albumine, qui témoigne une atteinte rénalc
(Fauvel et lavill, 2006). Par aillcur, les résultats obtenus montrent unc perturbation de
métabolisme des electrolytes chez les patients diabétiques et diabétiques néphropatique par
rapport aux témoins. L'hyponatrémic cst souvent associ¢e 4 I'IRC (Diallo A, Adam A) . a
rapporté une hyponatrémie dans 33% des cas. (Serme A, Lengani A, Itboudo P, Sawadogo N,
Sombie R) , par contre, a rapporté une fréquence d’hyponatrémie plus faible : environ de 5%
des cas modérés et 10%des cas sévéres Celle-ci pourrait &tre duc au fait que les malades sont

sous traitement intensif. Nos résultats sont identiques avec ceux attendus en cas

d’insuffisance rénale, car il est admis que le bilan potassique est équilibré jusqu’au stade
tardif de I’insuffisance rénale chronique, ce phénoméne est due au déficit de I’excrétion rénalc
du potassium, par dépassement des mécanismes d’adaptation. Ainsi beaucoup d’arguments

expétimentaux indiquent que I’hyperkaliémie est la complication la plus redoutable des
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traitements par les blogqueurs du systéme rénine angiotensine, qui incite a redoubler do
vigilance dans {"emploi des néphroprotecieurs et les mesures digtétiques ¢t thérapeutiques

adéquates (Hannedouche T, Krummel T, Parvez-Brann L.).

2.3. Paramétres hématologiques

Concernant les résultats de I'¢tude hématologique notre résultats ont montré unc
diminution de taux d’IIB et globule rouge chez les patients néphropathie diabétique contre le
temoin. Les environnements hyperglécemiques chez les diabétiques sont a la base de
beaucoup des conséquences dont les altérations de la structure, de la forme et de la fonction
des globules rouges (Kundu D et al 2014), Hosseini et al. (2014) ont montré que
I’hyperglycémie augmente le niveau de sorbitol dans les globules rouges, ce qui nuit 4 la
pompe Na+ /K+ -ATPase, et par conséquent un déséquilibre osmotique s’installe et conduit a
la mort cellulaire {He B.B.,, et al 2015).1'anémie dans l'insuffisance rénale chronique agit
comme une complication et un facteur de risque. La présence du diabéte aggrave encore le
risque et le développement de la maladie. L'association de diabéte, IRC et anémie entraine un
élévation de risque d'atteinte de CV chez les patients. L'anémie dans DKD est donc de plus en
plus reconnue comme facteur de risque de Matadie Cardiovasculaire, qui est en soi la
principale causc de morbidité ct de mortalit¢ dans cette cohorte(Bajaj et al., 2016). Toutes ces
combinaisons suggérent clairement que 'anémie peut étre centrale dans la relation vicieuse de
DKD, d'anémie et de CVD, et joue un role ¢lé dans la modulation du profil de mortalité¢ des
paticnts DKD. Elle cst généralement plus sévére ct survient & un stade plus précoce de
linsuffisance rénale dans le DKD et cst associé a un risque accru de CV, d'accidents
vasculaires cérébraux (AVC) et de complications rénales qui a son tour enfraine une
hospitalisation accrue, une durée d'hospitalisation accrue et unc mortalité toutes causes accruc
(Mehdi & Toto, 2009; Ritz &Haxsen, 2005). Par ailleur, I'augmentation de la concentration dc
fer chez le group des patient diabétiques néphropatie est peut expliquer par ['anémie
hémolytique associe a la maladie ce qui perturber I'homcostasic de fer dans l'organisme.
L'homéostasie du fer repose sur son stockage et son recyclage a travers des macrophuges
tissulaires, qui contiennent le plus grand pool de fer [dérivé de la phagocytose des globules
rouges sénescents et du catabolisme subséquent de I'hémoglobine (Hb) et de I'héme]. Un tel
recyclage fournit l'essentiel des besoins quotidicns en fer (20 a 30 mg). Cependant, l'intestin
participe également a 'homéostasie du fer en fournissant 1 a4 2 mg de fer par jour, ce qui
correspond 4 la perte quotidienne de métal. Le principal régulateur de I'hom¢ostasie du fer cst
I'hepcidine, qui est directement régulée a la baisse par l'activité stimulée de 1'érythropoicse

(Millot et al., 2017).En effet. I'expression de T'hepcidine a ¢é1¢ réduite et a entrainé unc
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augmentation de l'absorption intestinale du fer, De plus, ta ferroportine, qui exporie Te fer des
tissus vers le plasma, a ¢(é fortement induite chez les souris CEP. ce qui suggére que les
réserves de fer tissulaire peuvent étre efficacement mobilisées. La saturation de la transferrine
est toujours dans la plage normale, ce qui suggére qu'une augmentation de I'absorption
intestinale du fer et du recyclage des macrophages en fer-héme sont suffisants pour
compenser les pertes urinaires en fer. Nous avons également montré que Fam 132b (ERFE),
un facteur produit par le développement d'érythroblastes et impliqué dans la répression du
géne Hamp3, était fortement régulé a la hausse dans la moelle osseuse et la ratc
érythropoictique dans des conditions d'hémolyse clironique et est susceptible de contribuer 4
la répression de I'hepcidine et & l'augmentation de fer sérique(Kautz et al., 2014). Pour le
nombre de s leucocytes, des variations des taux des globules blancs, et done de toute la
formule leucocytaire ont été manifestes chez nos patients. En effet, nous pensons que le faible
taux des giobules blancs pourrait signifier qu’il y'a baissé de défense du systéme immunitaire,
tout comme ¢a pourrait étre du a la présence des organismes étrangers (Ghosh D, et al 2002,
Dworacka M., ct al 2007).La chimiotaxie altérée ct la phagocytose des thonocytes des patients
diabétiques ont été décrites. Ftant donné que le plasma provenant de témoins sains n'entraine
aucun changement significatif dans [a capacité phagocytotique des monocytes diabétiques. il
semble que cette fonction altérée soit causée par un défaut intrinseque dans les monocytes
eux-mémes. Il a été suggéré que la réponse faible de systéme immunitaire est probablement
en partie le résultat de la fonction des macrophages animés dans ce groupe de patients. kn
combinaison avec la production décroissante de  cytokines  pro-inflammatoire  apres
stimulation LPS chez les paticnts avec diabéte de type I, il semble que les fonctions
monocytes / macrophages sont appariées chez les patients atteints de DM de type 1. Le

mécanisme pathogenc reste incertain.(Geerlings&Hoepelman. 1999; Nathella&Babu, 2017).

2.4.Paramétre de stress oxydatif

Le résultats de notre étude montre une ¢tat de stress oxydatif associe au diabéte ct scs
complication néphrotique avec grande spécificité pour MDA ¢t GSH pour la prédictivité de
diabéte et diabéte néphropathic. L'hyperglycémie associe au diabete est un facteur limitant
pour le stress oxydatif. Dans le diabéte, lorsque le taux du glucose augmente, I'héxokinase est

alors saturée et lc glucose en exces cst ¢p partic métabolisé par la voic des polyols dans les

tissus insulino-indépendants. L'aldose réductase, réduit le glucose en sorbitol en utilisant

comme cofacteur le NADPH,H'provenant de la voic des pentose-phosphates et qui scra
oxydée en NADP'. L'expression de cetle enzyme semble augmentée dans le diabéte (Yabe-

Nishimuraa., 1998). Puis le sorbito] déshydrogénase oxyde une partie du sorbitol formé
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enfructose en utilisant comme cofacteur NAD™. Llactivation de la voie des polyols induit
cgalement unc alteration du potentiel redox des cellules. Ta formation du sorbitol
s'accompagne d'unc baisse des ressources en NADPH au détriment d'autres réactions qui
nécessitent €galement ce cofacteur. Parmi lequel la glutathion réductase requiert des niveaux
éleves de NADPH pour réduire le glutathion oxydé (GSSG) et restaurer ainsi les niveaux
endogenes du glutathion réduit (GSH). La diminution en NADPH entrave le cycle redox de
régénération de GSH et aboutit ainsi 4 la génération du stress oxydant dans de nombreux
tissus et contribuer ainsi a la pathogencse des complications diabétiques (Bravi M.C. ef al.,
1997). D'autre part, les radicaux libres et le stress oxydatit pcuvent jouer un réle important,
role dans la pathogenése du diabcte, car le déséquilibre par ¢lévations de la production de
radicaux libres. Dans notre résultat on a signalé unc angmentatton de l'activité de la GSH dans
le serum des paticnts diabétiques. On peut expliquer cette augimentation probablement par
l'effet de ce derniers comme une protecteur de ces cellule contre le stress oxydatif qui induit
par 'hyperglycémie (Tanaka Y. ef al, 2002).Le malondialdéhyde (MDA) est un acteur
majeur de faible densité tipoprotéine (LDL} (VIDY A et al., 2011). C'est un produit secondaire
bien connus de peroxydation lipidique qui se forme lors de 'attaque des lipides polyinsaturés
par des espéces réactives de l'oxygéne générées par certains contaminants, peuvent étre
utilisés cornme le plus importants marquewrs du stress oxydatit (NAKHJAVANI et al., 2010).
Ce résultat concernant la concentration de MDA peut étre due au diabéte équilibré par
I'utilisation des médicament antidiabétique oraux comme {diabamine, diabénil, diaphage,
formentin. ator) ces médicament contient I'élément de magnésium qui inhibe la formation de
MDA dans les cellules endothéliales et pas [Mg+2] (O-} induit par la peroxydation lipidique
(FARVID et al., 2005). Notre résultats montrent que lc thiol totale est diminu¢ chez les
groupes diabétiques ct diabétiques néphropathique contre le témoin ce qui refléter l'activite
antioxydant de thiol. Parmi les acides aminés naturels uniquement les cystéines contenant le
thiol dans leur chaine latérale, qui peut subir une variété de réactions nucléophiles differentes.
Le groupe sulfhydryle fait des cystéines un choix populaire pour les sites actifs dans les
enzymes, les sites de fixation pour les marqueurs de prénylation et de palmitoylation, ainsi
que les sites de liaison a haute affinité des métaux, tels que le zinc ou le fer (Poole, 2015+).

Cependant, la caractéristique la plus déterminante des cystéine thiols est leur capacité a subir
des réactions d'oxydation réversibles et irréversibles. La déprotonation du groupe sulfhydryle
en 'anion thiolate correspondant augmente sa réactivité dans les réactions nucléophiles(Ulrich
& Jakob, 2019). Notre résultats montrent que la vitamine ¢ st augmenté dans les dcux

groupes diabétiques contre le témoin. La vitamine C (acide ascorbique} est un nutriment
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requis pour diverses fonctions biologiques. L'étre humain ¢t guelgues autres animaux
dépendent du regime alimentaire comme source de vitamine C pour prévenir Ja maladie de
carence en vitamine C, e scorbut et pour maintenir la santé générale(Padayatty ct al., 2003).
Les effets bénéfiques pour la santé de la vitamine C peuvent étre atiribués a ses fonctions
biologiques en tant que cofacteur pour un certain nombre d'enzymes, notamment les
hydroxylases impliquees dans la synthésc du collagéne ct en tant qu'antioxydant soluble dans
l'eau. La vitamine C peut également fonctionner ¢n tant que source de la molécule de
signalisation, le peroxyde dhydrogéne, et en tant que donneur Michael pour former des
adduits covalents avee des ¢lectrophiles endogénes dans les plantes.(Traber& Stevens, 2011).
L'effet antioxydant de la vitamine C a été bien documenté, La vitamine C cst un puissant
antioxydant capable de donner un atome d'hydrogéne et de former un radical sans ascorbyle
relativemnent stable. La vitamine E, la vitamine C ¢t le B-caroténe sont connucs comme des
vitamines antioxydantes qui sont suggérées pour diminuer les dommages oxydatifs et réduire
le risque de certaines maladies chroniques comme le diabéte (Ahmed et al., 2011). La
vitamine C est un puissant agent réducteur et picgeur de radicaux libres dans les systémes
biologiques. 11 participe & la premiére ligne dc défense antioxydante, protégeant les
membranes lipidiques et les protéines des dommages oxydatifs (Tessier et al., 2009). En tant
que molécule soluble dans l'eau, la vitaminc C peut agir a l'intérieur et a I'exterieur des
cellules, et peut neutraliser les radicaux libres et prévenir les dommages des radicaux libres.
La vitamine C est une excellente source d'électrons pour les radicaux libres qui recherchent un
électron pour retrouver leur stabilité. La vitamine C peut donner des électrons aux radicaux

libres et éteindre leur réactivité (Odigie et al., 2007)
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Conclusion

Le diabéte est une pathologic grave qui est étroitement lide 4 un éventuel développement d'un
statut oxydant. Ce concept de « stress oxydant » décrit une situation dans laquelic la cellule ne
contrdle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation trés impliquée

dans le développement des différentes complications liées a cette maladie.

L’étude des parametres associés aux complications lices au diabéte, notamment [’attcinte
rénale par une néphropathie diabétique est une étude trés vaste et multifactorielle. Plusicurs
facteurs intcrviennent dans la progression de cette pathologic qui représente la premiére cause

de I’insuffisance rénale terminale dans le monde.

Le but de ce travail était de chercher un statut oxydatif de sujets récemment devenus
néphropathie par ['exploration du bilan biochimic, hématologie et la mesure des marqueurs

oxydants ct antioxydants.

Les résultats obtenus & travers notre étude, ont montré clairement que le diabéte est confirmé
par I’hyperglycémie observé chez tous les patients diabétiques.ct la créatininémie qui est
souvent utilisée comme biomarqueur de disfonctionnement rénale dans le milieu hospitalier
algérien, est un test simple et cfficace mais il doit étre associ¢ a d’autres tests biologiques

classiques tels que les dosages d’urée ct d’ionogramme sanguin.

Nos résultats montrent aussi une augmentation de la concentration de l'urée, créatinine,
I’acide urique, potassium et albumine sériques chez les patients diabetiques par rapport aux
témoins et chez les patients diabétiques néphropathie par rapport au aux diabétiques seules ce

qui confirmé la complication néphropathie de diabetiques.

Par contre et d’aprés nos résultats on a observe une diminution significative de taux
d’hémoglobine, globules rouge, globule blanc, hématocrite ct une augmentation significative
(P<0,05) des plaquettes et fer sérique chez le groupe diabétiques avec complications
néphrotiques contre le groups des diabétiques seule ce qui refléter sur I"atteinte inflammatoire

et animé associé au complication néphrotique de diabéte.

D’autre part, notre résultats ont montré que une augmentation de MDA, GSH, Vit C et une
diminution de thiol total dans le sérum des patients diabétique avec et sans complication par

rapport aux témoins ce qui montré I'états de stress oxydatif associe au diabéte et qui est

responsable de la complication rénale.
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Analyse de test ROC a montre que le thiol, GSH et MDA sérique ont haute spécificité (100%)
chez les malades avec diabéte néphrotique ce qui peuvent étre devenue des marqueurs

prédictive ce cette maladie.

Cette étude reste préliminaire et superficielle, elle nécessite d’autres études approfondies.
Dans ce contexte, et comme perspectives de notre travail, il serait intéressant de poursuivre la
recherche sur un mod¢le animal afin de mieux comprendre les mécanismes d’action dc ccs

événements qui conduisent a la néphropathie.
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